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青贮 发 酵 对 玉米 千 秆 品质 及 瑚 群 构成 的 影响 
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摘 XE. 本 研究 


HES 1~2 cm， 将 水 分 


ity 


目 、 科 和 属 5 个 水 平 细菌 群落 构成 及 丰 度 的 影 


在 探讨 青贮 发 酵 对 玉米 秸秆 感官 指标 、 发 酵 品质 、 营 养 成 分 以 及 门 、 纲 、 


响 。 将 去 穗 后 仍 青 绿 的 蜡 熟 期 玉米 秸秆 切 短 抒 


周 节 至 65%~70% 后 ， 取 青贮 前 样品 (3 个 重复 ) 和 青贮 后 样品 (OT X 


E) 使 用 聚 乙烯 袋 真 空 包 装 ， 室 温 贮 藏 45 d 后 开启 取样 ， 运 用 实验 室 检测 手段 及 MiSeq 高 


后 的 玉米 秸秆 青贮 饲料 呈 黄 绿色 ， 质 地 较 好 ， 


A 


通 量 测序 技术 分 析 青 贮 前 后 玉米 秸秆 品质 及 菌 群 结构 的 变化 。 结 果 表 明 : 1) 青贮 发 酵 45 d 


呈 酸 香味 。 青 贮 发 酵 作用 能 够 使 玉米 秸秆 pH 


迅速 降低 CP<0.05)， 乳 酸 含量 显著 增加 CP<0.05)， 中 性 洗涤 纤维 (NDF) 及 酸性 洗涤 纤 


ADF) 含 量 有 下 降 趋 势 (P>0.05)。2) 玉 米 秸秆 经 过 青贮 发 酵 后 , 变形 菌 门 (Proteobacteria )、 


Y -8EJÉ Pj A ( Gammaproteobacteria )、 肠 杆菌 目 ( Enterobacteriales ) 、 肠 杆菌 科 


(Enterobacteriaceae) 和 魏 斯 氏 菌 属 (Weissella) 菌 群 数量 显著 降低 (P<0.05); 青贮 发 酵 能 


够 显著 增加 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) FIFAN (Bacilli)、 乳 杆菌 目 〈Lactobacillales)、 乳 


杆菌 科 (Lactobacillaceae )、 片 球菌 属 (Pediococcus) 和 乳 杆 菌 属 (Lactobacillus) 菌 群 数量 


(P<0.05). 3) 青贮 发 酵 改善 了 


AK ETC a 


E 米 秸秆 感官 指标 、 发 酵 品 质 以 及 营养 成 分 的 同时 ， 可 以 有 


菌 的 数量 , 增加 有 益 菌 的 数量 ,从 而 可 以 降低 致 病菌 对 家 畜 健 康 存在 的 潜在 风 


险 。 综 上 ,通过 实验 室 检 测 手段 及 Mise 高 通 量 测序 技术 相 结合 ， 能 够 在 分 析 青 贮 品质 的 同 


时 ， 提 供 青 贮 前 后 整个 菌落 构成 及 丰 度 变化 的 信息 ， 进 而 为 发 酵 过程 的 调控 提供 依据 。 
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青贮 饲料 常 被 认为 是 乳酸 菌 发 酵 的 产物 , 然而 实际 上 是 一 个 极其 复杂 的 微生物 共生 体系 ， 


参与 青贮 过 程 的 微生物 种 类 非常 多 , 包括 青贮 原料 上 附着 的 微生物 、 引 起 青贮 饲料 发 酵 的 微 


生物 以 及 引起 青贮 腐败 变质 的 微生物 等 加 。 在 青贮 发 酵 过 程 中 ， 戎 落 的 构成 及 丰 度 是 不 断 变 


化 的 ， 乳 酸 诗 等 少数 优势 种 群 对 整个 种 群起 决定 作用 乌 。 为 对 青贮 过 程 进行 调控 ， 促 进 青贮 


过 程 中 有 益 菌 种 的 生长 , 使 青贮 饲料 迅速 进入 稳定 状态 ,抑制 有 害 菌 的 繁殖 ， 从 而 降低 干 物 


质 、 和 蛋白 质 及 可 溶性 糖 等 营养 物质 的 损失 率 ， 提高 青贮 发 酵 品 质 ， 了 解 各 种 微生物 的 活动 规 


律 是 非常 有 必要 的 ,特别 是 青贮 前 后 起 主要 作用 的 菌 群 的 活动 规律 中 。 近 些 年 来 有 关 青 贮 过 


程 中 微生物 种 类 和 丰 度 的 直 


国内 外 该 领域 研究 的 热点 ， 这 些 研究 主要 包括 : 1) 不 


ra 


m 


同 青贮 阶段 中 微生物 的 动态 变化 ， 如 乳酸 菌 、 大 肠 杆菌 、 霉 菌 和 酵母 等 上 9;，2) 不 同 青贮 


剂 、 青 贮 原料 及 青贮 条 件 对 青贮 过 程 中 微生物 种 类 的 影响 59。 我 国 玉米 秸秆 资源 丰富 ， 玉 


米 秸秆 青贮 应 用 广泛 , 青贮 后 有 机 物 消化 率 提 高 4.895— 15.470, 消化 能 提高 0.23 一 0.62 MJ, 


代谢 能 提高 0.19—0.56 MJ54。 人 然而 目前 有 关 玉 米 秸秆 青贮 饲料 品质 的 研究 较 多 ， 而 对 发 酝 


前 后 微生物 菌 群 变化 的 研究 以 及 玉米 秸秆 青贮 品质 及 细菌 群落 相关 性 的 探讨 较 少 。 另 外 , H 


前 有 关 青 贮 饲料 中 微生物 研究 的 方法 多 采用 传统 的 微生物 平板 纯 培 养 方法 、 微 平板 分 析 方法 、 


磷脂 脂肪 酸 法 以 及 分 子 生物 学 方法 [变性 梯度 凝 胶 电 泳 (DGGE)/ 温 度 梯 度 凝 胶 电 泳 (TGGEJ)/ 


瞬时 温度 梯度 电泳 (TTGE)、16sRNA 基因 的 末端 限制 性 片段 分 析 技 术 (TRFLP)、PCR- 单 链 构 


象 多 态 性 (SSCP)、 荧 光 原 位 杂交 技术 (FISH)、 印 记 杂 交 、 定 量 PCR、 基 因 芯 片 ] 等 ， 只 能 反 


映 出 样品 中 少数 优势 菌 的 信息 ,无 法 对 样品 中 的 微生物 做 到 绝对 定量 , 为 微生物 进化 关系 的 


研究 提供 的 信息 也 很 有 限 fr 3。 第 二 代 测 序 技术 MiSeq 高 通 量 测序 平台 采用 边 合成 边 测序 原 


理 ， 不 仅 可 实现 一 次 并 行 对 几 十 万 到 几 百 万 条 DNA 分 子 进 行 序列 测定 ， 而 且 在 测序 速度 和 


测序 通 量 上 都 有 进一步 提升 ， 可 以 测定 微生物 从 门 、 纲 、 目 、 科 、 属 各 个 水 平 上 的 构成 及 丰 


度 ， 具有 测序 深度 高 、 利 于 鉴定 低 丰 度 群 落 物 种 的 特点 ,已 成 为 研究 细菌 和 真菌 群落 多 样 性 
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的 首选 之 策 F- 引 ， 目 前 此 平台 已 在 微生物 多 样 性 群落 结构 研究 方面 受到 了 广大 学 者 的 认可 。 


然而 截至 目前 ， 有 关 利 用 MiSeq 高 通 量 全 基因 组 测序 技术 研究 玉米 秸秆 青贮 菌 群 群落 及 丰 


度 的 研究 鲜 有 报道 。 本 研究 拟 对 玉米 秸秆 青贮 前 后 品质 及 细菌 群落 进行 系统 分 析 , 探 明 青贮 


发 酵 过 程 对 玉米 秸秆 品质 及 细菌 群落 的 影响 ,并 分 析 青 贮 品质 及 细 戎 群落 变化 的 关系 ,为 微 


u 


贮 发 酵 过 程 提 供 理论 依据 。 


生物 接种 剂 的 研发 及 利用 生物 手段 调控 


qj 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 


玉米 秸秆 (corn straw) 取 自 河北 省 保定 市 ， 品 种 为 三 北 21， 于 2014 年 9 月 30 日 蜡 熟 


期 摘 穗 后 部 分 叶片 仍然 青绿 时 ， 立 即 刘 制 |。 


12 试验 设计 


本 试验 共 设 置 青贮 前 Cpre-ensiling) 和 青贮 后 (post-ensiling〉2 个 组 ， 每 组 3 SHR, 


各 样品 编号 见 表 1。 玉 米 秸秆 浊 割 后 ， 用 青贮 切 碎 揉搓 机 切 短 至 1 一 2 cm， 将 蒸馏 水 均匀 顺 


酒 在 粉碎 玉米 秸秆 上 , 将 水 分 调节 至 65% 一 70%, 取 原 料 样品 后 , 另 取样 品 装 入 聚 乙烯 袋 (24 


cmX40 cm)， 每 袋 1 kg， 用 真空 包装 机 (型 号 DZ-280/2SD) 抽 真 空 并 封口 。 原 料 样 品 置 于 


冰 盒 中 ， 迅 速 带 回 实 验 室 ，-20 °C 贮藏 ， 青 贮 样 品 室温 条 件 下 《25~37 °C) 贮藏 ， 室 温 贮藏 


45 d 后 开封 取样 ， 立 即 于 -80 CC 保存 ， 待 检 。 


表 1 试验 组 设计 及 样品 编号 


Tablel The design of experiment groups and the number of samples 


组 别 Groups 样品 编号 Number of samples 
贮 前 Pre-ensiling 青贮 前 1 青贮 前 2 青贮 前 3 
青贮 后 Post-ensiling 青贮 后 1 青贮 后 2 青贮 后 3 


青贮 前 :玉米 秸秆 青 贮 原料 。 青 贮 后 : 发 酵 45 d 后 的 玉米 秸秆 青贮 饲料 。 下 表 同 。 


Pre-ensiling: stuff of corn stalk silage. Post-ensiling: corn stalk silage of 45 d. The same as 


below. 


IH 
H 
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13 测定 项 目 与 方法 


1.3.1 感 观 鉴定 


按 德国 农业 协会 DLO 感官 青贮 评分 标准 及 等 级 评定 方法 进行 综合 评定 外 10。 


1.3.2 ”发酵 品质 及 营养 成 分 的 测定 


取 玉 米 秸秆 青贮 前 及 青贮 后 样品 20g， 加 入 180 mL 其 馏 水， 搅拌 均匀 ， 用 组 织 揭 碎 机 


搅 碎 1 min， 先 后 用 4 层 纱 布 和 定性 滤纸 过 滤 ， 滤 出 草 漂 得 到 浸出 液 ， 再 用 pH 测定 仪 测 青 


ERZE pH, 采用 苯酚 -次 氧 酸 钠 比 色 法 测定 氨 态 氮 (ammonia nitrogen, NH3-N) 含 


N 


量 02， 采 用 烘箱 干燥 法 测定 干 物质 (dry matter, DM) 含量 ; 采用 凯 氏 定 所 法 测定 粗 蛋白 质 


—- 


(crude protein, CP) 和 总 氮 (total nitrogen, TN) 含量 03]; 采用 范 氏 洗涤 纤维 法 测定 中 性 洗 
p 


THE (neutral detergent fiber, NDF) 和 酸性 洗涤 纤维 (acid detergent fiber, ADF) 含量 03]; 


OK FA Re oP 2636 EET JU Ee BT YR TES (water soluble carbohydrates, WSC) 含量 (和 ， 使 用 


SHIMADZE-10A 型 高 效 液 相 色 谱 分 析 乳 酸 (lactic acid, LA). ZW (acetic acid, AA). AW 


酸 (propionicacid，PA) 、 丁 酸 (butyric acid, BA) 含量 ， 色 谱 柱 : Shodex Rspak KC-811 S- 


DVB gel Column 30 mmx8 mm, 检测 器 : SPD-MIOAVP, 流动 相 : 3 mmol/L AAR, ME: 


1 mL/min; 柱 温 50 C, UNK 210 nm， 进 样 量 5 LU, 


1.3.3 ”微生物 种 类 及 丰 度 的 测定 


1.3.3.1 DNA 的 提取 


青贮 原料 及 样品 DNA 的 提取 采用 十 二 烷 基 茶 磺 酸 钠 (SDS) 法 053。 称 取 0.5 g 青贮 原料 


及 样品 ， 加 3 mL 磷酸 盐 缓 冲 液 (PBS) (8 g NaCl, 0.2g KCL, 2.8 g NazHPO4。12H20，0.2 


gKH2PO4， 加 蒸馏 水 定 容 至 L, pH 7.07.4), WYE 15 min, 1 790Xg 室温 离心 5 min, F 


pap 


en 


上 清 ， 向 沉淀 中 再 加 入 3 mL PBS, HS LIRR 2 次 。 向 沉 演 中 加 1 mL 抽 提 缓冲 液 (50 


mmol/L Tris-HCI, 5mmol/LEDTA, 3%SDS, pH8.0), 16000Xg, 4 CÙ 5min, WE 


加 入 等 体积 异 丙 醇 ，-20 CHE lh, 12 000 r/min, 4 CHÙ 20 min, JE Ej, JA 70967. 
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醇 洗 涤 沉 淀 ， 室 温 干 燥 沉 淀 5 min， 加 入 30 uL ATK IARI, -20 CREAMH. SERIE 


脂 糖 凝 胶 电泳 检测 DNA 的 纯度 和 浓度 ， 取 适量 的 样品 于 离心 管 中 ， 使 用 无 菌 水 稀释 样品 至 


1 ng/uL. 


1.3.3.2. 5E t& PCR 检测 


PCR $35: 稀释 后 的 基因 组 DNA 为 模板 ， 测序 区 域 16S V4 K, 519973 SISF 5- 


GTGCCAGCMGCCGCGG-3 和 806R 5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'!9, PCR 反应 体系 


为 30 uL: Phusione 高 保 真 PCR mix (新 英格兰 生物 实验 室 ) 15 gL, 上、 下游 引 物 各 0.2 umol/L 


以 及 10ng 的 DNA 模板 ， 加 去 离子 水 至 终 体 积 为 30 LUI, PCR 反应 程序 为 : 98 CHEE 


l min, 98 CC 变性 10s, 30 个 循环 ，50 CERK 30s, 72 “CHET 60s, 72 °C HEH 5 min. 


PCR 产物 的 混 样 和 纯化 : PCR 产物 使 用 2% 浓 度 的 琼脂 糖 凝 胶 进 行 电泳 检测 ; 根据 PCR 


产物 浓度 进行 等 浓度 混 样 ， 充 分 混 匀 后 使 


€ 


] 2% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 PCR 产物 ， 使 用 


Thermo Scientific 公司 的 Gene JET 胶 回 收 试剂 盒 回 收 产 物 08]。 


1.3.3.3 文库 构建 和 测序 


Iu 


北京 诺 禾 致 源 生物 信息 科技 有 限 公司 测 定 。 使 用 New England Biolabs 公司 的 NEB 


Next? Ultra™ DNA Library Prep Kit for Illumina 建 库 试 剂 盒 进行 文库 的 构建 ， 构 建 好 的 文库 


经 过 Qubit 定量 和 文库 检测 ， 合 格 后 ， 使 用 MiSeq 高 通 量 测序 技术 进行 上 机 测序 9。 


1.3.3.4 信息 分 析 流 程 


使 用 CLUSTALW 软件 分 析 ， 序 列 相似 性 大 于 97% 时 定义 为 相同 的 操作 分 类 单元 


(operational taxonomic units，OTUs)。 测 序 得 到 的 原始 数据 (raw data)， 存 在 一 定 比 例 的 干扰 


数据 (dirty data), 为 了 使 信息 分 析 的 结果 更 加 准确 、 可 靠 , 首先 对 原始 数据 进行 拼接 、 过 滤 ， 


得 到 有 效 数据 (clean data)。 然 后 基于 有 效 数据 进行 OTUs 聚 类 和 物种 分 类 分 析 ， 并 将 OTUs 


和 物种 注释 结合 ， 从 而 得 到 每 个 样品 的 OTUs 和 分 类 谱系 的 基本 分 析 结 果 。 再 对 OTUs 进行 


丰 度 、 多 样 性 指数 等 分 析 ， 同 时 对 物种 注释 在 各 个 分 类 水 平 上 进行 群落 结构 的 统计 分 析 久 。 
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14 数据 统计 分 析 


试验 数据 采用 SPSS 19.0 软件 分 析 。 玉 米 秸秆 各 样品 的 相 异 系数 使 用 ANOVA 程序 进行 


差异 显著 性 分 析 ， 门 、 纲 、 目 、 科 和 属 各 个 水 平 上 菌 群 丰 度 ， 玉 米 秸秆 发 醇 品 质 和 营养 成 分 


指标 使 用 独立 样本 T-test 过 程 进 行 均值 差异 显著 性 分 机 ，P<<0.05 为 差异 显著 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 玉米 秸秆 青贮 饲料 感官 评定 


青贮 发 酵 45 d 后 的 玉米 秸秆 青贮 饲料 3 个 重复 的 样品 均 呈 黄 绿色 ， 在 色泽 上 无 明显 差 


别 ; 无 霉 变 情况 发 生 ， 质 地 较 好 ， 无 粘 手 现象 ， 呈 酸 香 味 。 各 样品 的 感官 


评定 质量 均 达 到 了 


pl 


优 民 等 级 。 


22 玉米 秸秆 青贮 前 后 发 酵 品质 及 营养 成 分 


Hae 2 可 知 ， 青 贮 发 酵 作 用 能 够 使 玉米 秸秆 pH 迅速 降低 (P<0.05), FURR 


2 
i 
RE 
M 
EK 


加 (P<0.05), NDF, ADF 及 CP 含量 有 下 降 趋势 (P>0.05), ifj DM 含量 在 青贮 前 后 差异 


不 显著 CP>0.05)， 另 外 可 知青 贮 发 酵 过 程 会 消耗 玉米 秸秆 中 的 WSC E 


lii 


表 2 玉米 秸秆 青贮 前 后 发 酵 品质 及 营养 成 分 


= Table2 The fermentation quality and nutrient composition of corn stalk of pre-ensiling and post- 
ensiling 
PUE ane 青贮 后 anes” 
Pre-ensiling Post-ensiling i P-value 
SEM 
ABS Fermentation quality 
pH 5.23 3.86 0.56 0.005 
乳酸 LA/(g/kg DM) 6.13 67.63 3.14 0.042 
乙酸 AA/(g/kg DM) 1.99 15.88 1.64 0.039 
丙 酸 PA/(g/kg DM) 0.00 1.72 0.06 0.132 
丁 酸 BA/(g/kg DM) 0.00 0.00 
AS EU RC AN/TN/(g/kg) 14.98 61.19 5.61 0.037 
营养 成 分 Nutrient composition 
干 物质 DM/(g/kg FM) 315.8 316.5 23.64 0.463 
碳水 化 合 物 WSC/(g/kg DM) 90.20 13.98 5.41 0.023 
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中 性 洗涤 纤维 NDF/(g/kg DM) 629.61 582.31 30.65 0.902 
酸性 洗涤 纤维 ADF/(g/kg DM) 357.17 322.21 21.06 0.646 
粗 蛋 白质 CP/(g/kg DM) 81.18 75.59 4.97 0.089 


2.3 玉米 秸秆 青贮 前 后 微生物 种 类 及 丰 度 变化 


231 测序 质量 


经 过 过 滤 后 6 个 样品 得 到 总 拼接 序列 数 Ctotal tags) 73 490 251 条 ， 用 于 构建 OTUs 别 


并 且 活 动 分 类 信息 的 Tags 数目 (taxon tags) 为 476217 条 ， 有 效 Tags 数目 达到 97.14%。 序 


列 相 似 性 大 于 97% 的 水 平 上 ， 总 检测 到 OTUs 273 7258 个 。 由 图 1 可 知 ， 各 样品 的 稀释 曲 


线 均 已 趋 于 平坦 , 说 明 测序 深度 基本 可 以 反映 样品 中 绝 大 多 数 的 微生物 信息 。 相 同 序列 数 时 ， 


青贮 前 玉米 秸秆 菌 群 多 样 性 高 于 青贮 后 样品 ， 说 明 青贮 发 酵 能 够 降低 玉米 秸秆 落 群 多 样 性 。 


操作 分 类 单元 


The number of OTUs 


Pre-ensiling 1 
Pre-ensiling 2 
Pre-ensiling 3 
Post-ensiling 1 
Post-ensiling 2 
Post-ensiling 3 


m on on Bk Sk Se 
UN a UNa 


青贮 
青贮 
青贮 
青贮 
青贮 
青贮 


10 2538 5066 7594 10122 12 650 15178 17706 20234 22762 25290 


序列 数 The number of sequences 


图 1 青贮 前 后 玉米 秸秆 菌 和 群 稀释 曲线 


Fig.l Rarefaction cure of corn stalk microflora of pre-ensiling and post-ensiling 


23.2 ”青贮 前 后 玉米 秸秆 物种 多 样 性 相似 性 分 析 


昌 图 2 可 知 ， 青 贮 前 和 青贮 后 玉米 秸秆 共有 OTUs 为 575 个 ， 青 贮 前 特有 OTUs 为 832 


Iu 


个 ， 青 贮 后 特有 OTUs 为 161 个 ， 说 明 青 贮 前 后 戎 群 构成 同时 具有 特异 性 和 相似 性 。 由 表 3 
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T 


可 知 ， 玉 米 秸秆 青贮 前 和 青贮 后 2 个 组 组 内 样品 差异 系数 小 ,组 间 差 异 系数 大 ， 说 明 组 样品 


ER’ 


— 


生 好 ， 青 贮 前 后 玉米 秸秆 物种 多 样 性 存在 明显 差异 。 


青贮 前 青贮 后 


Pre-ensiling Post-ensiling 


832 


图 2 青贮 前 后 玉米 秸秆 OTUs AKI 


Fig.2 Venn graph of corn stalk OTUs of pre-ensiling and post-ensiling 


表 3 玉米 秸秆 青贮 前 后 菌落 多 样 性 相 异 系数 


Table 3 Coefficient of dissimilar in corn stalk microflora diversity of pre-ensiling and post- 


ensiling 
项 目 Items 青贮 前 1 青贮 前 2 青贮 前 3 青贮 后 1 青贮 后 2 青贮 后 3 
Pre-ensiling 1 Pre-ensiling 2 Pre-ensiling3 Post-ensiling 1 Post-ensiling 2 Post-ensiling 3 

EH 1 Pre- 0.00 0.07 0.02 0.32 0.25 0.34 
ensiling 1 

贮 :前 2 Pre- 0.07 0.00 0.08 0.29 0.22 0.30 
ensiling 2 

IC AW 3 Pre- 0.12 0.08 0.00 0.26 0.18 0.27 
ensiling 3 

贮 :后 1 Post- 0.32 0.29 0.26 0.00 0.09 0.06 
ensiling 1 

贮 :前 2 Post- 0.25 0.22 0.18 0.09 0.00 0.11 
ensiling 2 

贮 :前 3 Post- 0.34 0.30 0.27 0.06 0.11 0.00 
ensiling 3 
均值 标准 误 0.04 0.04 0.04 0.03 0.04 0.04 
SEM 
P (Ë P-value 0.005 0.004 0.018 0.002 0.021 0.003 


2..3 不同 组 样品 在 各 个 水 平 上 优势 菌 群 的 异同 


由 表 4 可 知 ， 在 门 水 平 上 ， 玉 米 秸秆 中 变形 菌 门 (Proteobacteria，〉 和 厚 壁 菌 门 
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Bj 


(Fimicules) 菌 群 数量 在 青贮 前 占 优势 地 位 。 青 贮 4$ d 后 ， 变 形 菌 门 菌 群 数量 显著 降低 


(P<0.05), FH 78.08% 降 低 至 50.90%， 厚 壁 菌 门 菌 群 数量 显著 增加 (P=<0.05)， 由 


18.76% 增 加 至 44.06%。 


表 4 青贮 前 后 玉米 秸秆 门 水 平 上 菌 群 结构 


Table 4 Bacterial composition of pre-ensiling and post-ensiling corn stalk by phylum % 


|] Phylum 青贮 前 青贮 后 均值 标准 误 PE 
Pre-ensiling — Postensiling SEM P-value 
AEJÉ WI] Proteobacteria 78.08 50.90 5.16 0.006 
FEW] Firmicutes 18.76 44.06 4.11 0.004 
Wal) Cyanobacteria 0.96 2.45 2.09 0.514 
MIFE] Bacteroidetes 1.77 1.74 0.30 0.928 
放 线 菌 门 Actinobacteria 0.37 0.76 0.05 0.001 
无 壁 菌 门 Tenericutes 0.00 0.02 0.00 0.011 
疣 微 菌 门 Verrucomicrobia 0.02 0.01 0.01 0.325 
Armatimonadetes 0.01 0.01 0.00 0.076 
WYO 0.00 0.00 0.00 0.842 
Thermi 0.00 0.02 0.00 0.073 
其 他 Others 0.03 0.03 0.00 0.394 


jasi 


BH 


Hae 5 可知， 在 纲 水 平 上 ，Y -变形 菌 纲 CGammaproteobacteria). ZF HIT E A 


(Bacilli) 和 a -变形 菌 纲 (CAlphaproteobacteria ) 菌 群 数 量 在 青贮 前 玉米 秸秆 中 占据 前 3 位 。 


y 


青贮 45 dJa, Y-ASEJÉ PRA TRUE 


显著 降低 (P<0.05), H 67.72% 降 低 到 35.66%. Ff 


Titi 


杆菌 纲 菌 群 数 量 显著 增加 CP<0.05), FH 18.68% 增 加 至 43.94%. a -变形 菌 纲 菌 群 数量 


8.98% 增 加 至 13.39%, w# EF (P<0.05). 


表 5 青贮 前 后 玉米 秸秆 纲 水 平 上 瑚 群 结构 


Table 5 Bacterial composition of pre-ensiling and post-ensiling corn stalk by class % 


/ Class 青贮 前 青贮 后 均值 标准 误 PAR 
Pre-ensiling Postensiling SEM P-value 

Y -8EJÉ i Gammaproteobacteria 67.72 35.66 6.16 0.006 
芽孢 杆菌 纲 Bacilli 18.68 43.94 4.10 0.004 
a -变形 阔 纲 Alphaproteobacteria 8.98 13.39 1.46 0.039 
Chloroplas 0.95 2.45 2.09 0.513 
变形 菌 纲 Betaproteobacteria 1.27 1.70 0.41 0.356 
鞘 氨 醇 杆菌 纲 Sphingobacteriia 1.51 0.89 0.28 0.087 


Flavobacteriia 


PELÉ 
柔 膜 菌 纲 
梭 菌 纲 
其 他 Others 


Actinobacteria 
Mollicutes 


Clostridia 


0.24 
0.37 
0.00 
0.08 
0.19 


0.83 
0.76 
0.02 
0.12 
0.24 


0.04 
0.04 
0.00 
0.03 
0.04 


0.000 
0.001 
0.011 
0.180 
0.260 


Iu 


(Lactobacillales) Pj #f 


HX 6 可 知 ， 在 


目 水 平 上 ， 


数量 占据 优势 地 位 。 青 贮 45 d 后 ， 肠 杆菌 目 


0.05)， 乳 杆菌 目 菌 群 数量 显著 增加 (P=0.05)。 


RIS 


玉米 秸秆 青贮 前 肠 杆 菌 目 (Enterobacteriales) 和 乳 杆 菌 目 


ES 


群 数量 显著 降低 〈P< 


#6 青贮 前 后 玉米 秸秆 目 水 平 上 菌 群 结构 
Table 6 Bacterial composition of pre-ensiling and post-ensiling corn stalk by order % 
ons 青贮 前 青贮 后 HARER PË 
Pre-ensiling Post-ensiling SEM P-value 
Hir H Enterobacteriales 58.11 43.89 7.44 0.018 
乳 杆 菌 目 Lactobacillales 18.64 30.18 4.09 0.003 
恨 单 胞 菌 目 Pseudomonadales 6.21 5.37 0.99 0.013 
KAJUR E Sphingomonadales 2.90 4.69 0.94 0.013 
黄 单 胞 菌 目 Xanthomonadales 2.20 3.17 1.16 0.213 
根瘤 菌 目 Rhizobiales 1.77 3.24 0.86 0.025 
Streptophyta 0.95 0.93 2.09 0.513 
ZU Ga H Rhodospirillales 3.72 2.52 0.43 0.003 
IHRE H Burkholderiales 1.25 1.60 0.41 0.345 
鞘 脂 杆菌 目 Sphingobacteriales 1.51 1.41 0.28 0.087 
其 他 Others 2.07 3.01 0.31 0.180 
由 表 7 可 知 ， 在 科 水 平 上 ， 青 贮 前 玉米 秸秆 中 菌 群 数量 占 前 3 位 的 分 别 是 肠 杆菌 科 


(Enterobacteriaceae)， 明 串珠 菌 科 (Leuconostocaceae ) 和 假 单 胞 菌 科 (Pseudomonadaceae )， 


青贮 45 d 后 ， 菌 群 数量 占 前 3 位 的 分 别 为 乳 杆 菌 科 (Lactobacillaceae )、 肠 杆菌 科 和 明 串 珠 
六 科 。 肠 杆 戎 科 和 明 串 珠 菌 科 菌 群 数量 显著 降低 (P<0.05), 乳 杆 菌 科 菌 群 数量 显著 增加 CP 
<0.05). 
表 7 青贮 前 后 玉米 秸秆 科 水 平 上 戎 群 结构 
Table 7 Bacterial composition of pre-ensiling and post-ensiling corn stalk by family % 
青贮 前 青贮 后 均值 标准 误 PE 
科 Family 
Pre-ensiling Post-ensiling SEM P-value 
肠 杆 菌 科 Enterobacteriaceae 58.11 29.30 7.44 0.018 
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乳 杆 菌 科 Lactobacillaceae 1.12 32.40 3.24 0.001 
明 串 珠 菌 科 Leuconostocaceae 17.07 10.33 2.15 0.035 
假 单 胞 菌 科 Pseudomonadaceae 5.76 1.65 0.84 0.008 
HRUE} Sphingomonadaceae 2.88 6.87 0.94 0.013 
Xanthomonadaceae 2.26 3.97 1.16 0.214 
酷 酸 杆菌 科 Acetobacteraceae 3.67 0.85 0.44 0.003 
根瘤 菌 科 Rhizobiaceae 0.70 1.56 0.38 0.088 
Methylobacteriaceae 0.21 1.46 0.15 0.001 
MAF} Moraxellaceae 0.45 0.37 0.15 0.591 
其 他 Others 7.76 11.26 2.78 0.278 
由 表 8 可 知 ， 在 属 水 平 上 ， 青 贮 前 玉米 秸秆 中 菌 群 数量 占 前 3 位 的 分 别 是 魏 斯 氏 戎 


(weissella) , #42482 H CSphingomonas ) ll Swaminathania 属 , 分 别 为 16.92%,2.26% 和 2.2296. 


= 
Bat 
SH 
uo 
4g 
E 
+ 
下 
ml 


青贮 45d 后 菌 群 数量 占 前 3 位 的 分 别 为 片 球菌 CPediococcus) . Y 


(Lactobacillus) ， 分 别 为 22.65%，9.98% 和 9.74% 。 青 贮 后 片 球菌 和 乳 杆 菌 菌 群 ; 


EE 
RI 
KI 
NM 

[Ek 


e 加 (P<0.05)， 魏 斯 开阔 属 菌 群 数量 显著 降低 “P<0.05)。 


um X8 青贮 前 后 玉米 秸秆 属 水 平 上 菌 群 结构 


Table 8 Bacterial composition of pre-ensiling and post-ensiling corn stalk by genus % 


| 属 Genus 青贮 前 青贮 后 均值 标准 误 、 Pu 
s Pre-ensiling Postensiling SEM P-value 
" 片 球菌 属 Pediococcus 1.05 22.65 2.73 0.001 
魏 斯 氏 菌 属 Weissella 16.92 9.98 2.14 0.032 
2 = 乳 杆 菌 属 Lactobacillus 0.07 9.74 0.53 0.000 
畏 氨 醇 菌 属 Sphingomonas 2.26 5.48 0.71 0.010 
嗜 菌 属 Stenotrophomonas 1.59 2.85 0.95 0.257 
假 单 胞 菌 属 Pseudomonas 1.95 0.35 0.50 0.033 
Swaminathania 2.22 0.40 0.37 0.008 
不 动 杆 菌 属 Acinetobacter 0.45 0.37 0.15 0.592 
Hymenobacter 1.14 0.17 0.17 0.005 
欧文 氏 菌 属 Erwinia 1.13 0.13 0.30 0.030 
其 他 Others 71.21 47.88 4.70 0.008 
3 Ww ie 


我 国 是 世界 上 农作物 秸秆 生产 量 最 大 的 国家 之 一 , 2010 年 全 国 秸秆 理论 资源 量 为 8.4 亿 


AE 


t， 可 收集 资源 量 约 为 7 亿 t， 其 中 ， 玉 米 秸秆 资源 量 最 大 ， 约 为 2.43 亿 t， 占 秸秆 可 收集 资 


源 量 的 34.7%191。 有 研究 报道 玉米 秸秆 经 过 青贮 处 理 后 , 玉米 秸秆 不 仅 能 保持 青绿 饲料 的 青 
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气味 ， 与 玉米 秸秆 相 比 饲料 中 的 粗 蛋 白质 含量 可 增加 3.3% 一 


16.4%， 粗 纤维 含量 降低 596159420211, KARRI, 


经 过 


青贮 发 酵 45 d 后 的 玉米 秸秆 青 


贮 饲料 均 呈 黄 绿色 ， 在 色泽 上 无 明显 差别 ， 无 霉 变 情况 发 生 ， 质 地 较 好 ， 无 粘 手 现象 ， 呈 酸 


香味 。 另 外 ， 青 贮 发 酵 作 用 能 够 使 玉米 秸秆 


研究 中 ,玉米 秸秆 青贮 后 CP 含 


Z 
n» 
lii 


NDF 及 ADF 含量 有 下 降 趋 势 ， 与 其 相符 。 而 本 


含量 有 下 降 趋 势 , 与 其 不 符 , 原因 可 能 是 玉米 秸秆 青贮 后 NH3- 


由 14.98 g/kg TN 上 升 到 61.19 g/kg TN， 从 而 消耗 了 部 分 粗 蛋 白质 。 


本 研究 通过 MiSeq 高 通 量 测序 发 现 ， 玉 米 秸 秆 在 青贮 后 ， 菌 落 种 类 仅 为 青贮 前 的 


52.31%， 其 中 共有 菌 种 仅 占 玉米 秸秆 青 菌 种 数量 的 40.87%。 青 贮 发 酵 能 够 改变 青贮 饲 


料 中 群落 结构 及 丰 度 ， 原 因 可 能 


繁殖 提供 无 所 环境， 另外 玉米 


使 得 有 益 细 菌 迅速 繁殖 ， 降 低 革 


发 酵 不 仅 改 变 了 玉米 秸秆 的 品 


相关 性 。 


玉米 秸秆 中 菌 群 数量 占 绝 


厚 壁 菌 门 菌 群 数量 由 18.76% 增 加 至 44.06%, 


革 兰 氏 阳 性 菌 ， 主 要 有 产 芽孢、 


Fi SURE pH, 从 而 影响 青贮 


青贮 制作 时 会 将 空气 排出 形成 一 个 封闭 系统 ， 为 菌落 的 


秸秆 中 所 含 的 可 溶性 糖 等 物质 能 够 为 落落 的 繁殖 提供 底 物 ， 


过 程 中 细菌 群落 的 构成 时。 青贮 


质 ， 同 时 改变 了 其 菌落 构成 ， 这 说 明 二 者 之 间 存 在 着 巨大 的 


对 优势 的 两 个 门 为 厚 壁 菌 门 和 变形 关门 。 经 过 青贮 发 酵 后 ， 


THAW, WAER TER. 


下 降 趋 势 ， 由 此 可 推断 青贮 饲 


壁 菌 门 细菌 引起 的 。 变 形 菌 门 


菌 ， 如 大 肠 杆 菌 、 沙 门 氏 菌 、 


不 属于 致 病菌 ， 但 因 其 会 与 乳酸 戎 竞争 性 利用 糖 类 物质 ， 同 时 降解 蛋白 质 ， 产 生 影 响 青 贮 


口味 的 毒素 生物 胺 ， 并 阻碍 青 


盐 转 化 为 亚 硝酸 盐 ( 站 。 而 经 过 


料 中 纤维 素 及 蛋白 质 


JEP EPL AN SC EUR 4 


蛋白 质 等 各。 而 玉米 秸秆 青贮 后 NDEFE、ADF 及 CP 含量 均 有 


厚 壁 菌 门 是 原核 生物 系统 进化 树 低 GC 含量 的 


恨 多 芽孢 杆菌 可 以 降解 多 种 大 分 


营养 物质 含量 的 部 分 变化 可 能 是 由 厚 


是 革 兰 氏 阴 性 细菌 ， 是 


弧 菌 和 螺杆 菌 等 种 类 请 1。 


贮 饲料 pH 的 降低 。 另 外 


青贮 发 酵 变形 菌 门 菌 群 数量 显 


阔 中 最 大 的 一 门 ， 包 括 很 多 病原 


青贮 


饲料 中 的 肠 道 细菌 尽管 被 认为 


青贮 环境 下 肠 道 细 戎 还 能 将 硝酸 


著 降 低 ， 由 此 可 见 ， 玉 米 秸秆 
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昌 外 ， 有 部 分 是 被 变形 菌 门 细菌 所 利用 ， 而 青 


贮 后 CP 含量 的 下 降 趋势 和 NH3-N 含量 的 增加 也 与 其 有 着 密 不 可 分 的 关系 。 另 外 ， 在 细 、 


AACE LE, IPRA DCH 


和 玉米 秸秆 中 占据 绝对 优势 地 位 的 含 致 病菌 较 多 的 站 变形 机 


纲 、 肠 杆菌 目 和 肠 杆菌 科 菌 群 数量 均 显著 降低 ， 而 经 过 有 


由 发 酵 后 芽孢 杆菌 纲 、 乳 杆菌 目 


和 乳 杆菌 科 菌 群 数量 显著 增加 ， 这 说 明 青贮 过 程 改 善 玉 米 秸秆 颜色 、 人 气味、 质地 、 发 醇 品 


质 以 及 营养 成 分 的 同时 ， 可 以 有 效 降 低 有 害 台 


低 致 病菌 对 家 畜 健 康 存在 的 潜在 风险 ， 改 善 家 畜 健 康 。 


Cai 等 上 5 从 各 个 时 期 的 水 稻 


将 这 些 阔 株 分 类 为 乳 球菌 属 、 乳 杆菌 属 、 明 串珠 阔 属 、 肠 球菌 属 、 片 球菌 属 和 魏 斯 开阔 


的 数量 ， 增 加 有 益 菌 的 数量 ， 从 而 可 以 降 


青贮 中 分 离 到 了 161 株 乳 酸 菌 ,根据 形态 和 DNA 序列 分 析 ， 


ml 


这 些 菌 株 主要 为 同型 发 酵 乳酸 菌 ， 占 总 数 的 66%. Dunière SBAJ, EKAP 3: 3:928 


菌 种 类 分 别 为 类 芽孢 杆菌 CPae. 


小 杆菌 CExiguobacterium). RIE. ANSE SI 


nibacillus). ¥ 


H, HEUS BORAT Eee A 10 位 的 ， 分 别 是 是 片 球菌 、 魏 斯 民 阔 、 乳 杆菌 属 、 革 


氮 醇 戎 属 、 嗜 菌 属 (Stenotrophomonas )、Swaminathania 属 、 不 动 杆 菌 、 假 单 胞 菌 属 


(Pseudomonas)、Hymenobacter 属 和 


黄 杆 菌 〈(Flavobacteriaceae)、 贿 氨 醇 单 胞 菌 、 微 


(Acinetobacter) 和 Buchnera 菌 。 在 本 试验 


欧文 氏 菌 属 (Erwinia)。 研究 结果 的 差异 可 能 是 由 于 细 


阔 种 类 检测 手段 、 试 验 样品 、 发 酵 时 间 和 发 酵 方式 等 不 同 造成 的 。 前 人 研究 发 现 ， 青 贮 饲 料 


发 酵 初期 ， 片 球菌 起 着 非常 重要 的 作用 ,植物 原料 在 收获 制作 成 青贮 饲料 后 ， 最 先进 行 发 酵 


HEBER K (Streptococcus faecalis) IW i HA ES IRE (Leuconostoc mesenteroides), FRERE 


耐酸 的 菌株 ， 如 植物 乳 杆菌 (Lactobacillus plantarum), FLI (Lactobacillus brevis) R 


乳 杆 菌 (Lactobacillus buchneri) 等 取代 HI。 张 想 峰 等 P71 认为 在 青贮 发 酵 后 期 起 主要 作用 的 是 


乳酸 杆菌 。 杨 杨 等 P8 认 为 ， 魏 斯 氏 菌 在 青贮 饲料 发 酵 初期 起 重要 作用 ， 且 在 提高 青贮 饲料 品 


质 方 而 作用 较 小 。 本 研究 发 现 , 3 


E 米 秸秆 青贮 4$d 后 , HER 


菌 群 数量 由 1.05% 增 加 至 22.65%， 


魏 斯 氏 菌 属 菌 群 数 量 由 16.92% 降 低 到 9.98%， 乳 杆菌 属 菌 群 数量 由 0.07% 增 加 至 9.74%， 这 
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ChinaXiv 合 作 期 刊 


说 明 片 球菌 和 乳 杆 苗 在 青贮 过 程 中 繁殖 迅速 ， 发 挥 着 重要 作用 。 而 魏 斯 氏 戎 属 菌 群 数量 青贮 


初期 较 高 ， 青 贮 后 期 数量 下 降 ， 说 明 其 可 能 是 在 青贮 初期 发 挥 作 用 较 大 ,与 杨 杨 等 上 观点 一 


致 。 与 前 人 研究 相 比 ， 采 用 Miseq 高 通 量 平 台 测序 不 仅 能 够 确定 整个 菌落 的 构成 ， 避 免 传 统 


微生物 鉴定 方法 只 能 反映 出 样品 少数 优势 兰 的 信息 , 无 法 对 样品 中 的 微生物 做 到 绝对 定量 的 


劣势 , 体现 其 极 大 的 优越 性 。 本 试验 仅 对 Miseq 高 通 量 平台 测序 技术 对 玉米 秸秆 青贮 饲料 青 


贮 前 后 菌 群 结构 及 丰 度 进行 了 初步 的 摸索 ， 而 不 同 处 理 、 品 种 、 青 贮 时 间 等 因素 均 可 能 对 微 


生物 种 类 产生 影响 ， 本 课题 组 相关 研究 正在 开展 中 。 


4 结 论 


(D 玉 米 秸秆 经 过 青贮 发 酵 后 颜色 黄 绿 ， 质 量 良 好 ， 具 有 酸 香 味 ，pH 迅速 降低 ， 乳 酸 含 


量 显 著 增 加 ，NDF 及 ADF 含量 有 下 降 趋势 。 


@ 玉 米 秸秆 经 过 青贮 发 酵 后 变形 菌 门 、Y -变形 菌 纲 、 肠 杆菌 目 、 肠 杆菌 科 、 魏 斯 开 菌 属 


阔 群 数量 显著 降低 ， 厚 壁 菌 门 、 芽 和 孢 杆菌 纲 、 乳 杆菌 目 、 乳 杆菌 科 、 片 球菌 属 和 乳 杆 落 


属 
鸟 通过 实验 室 检 测 手段 及 Miseq 高 通 量 测序 技术 相 结合 ， 能 够 在 分 析 青 贮 品质 的 同时 ， 


提供 青贮 前 后 整个 菌落 构成 及 丰 度 变化 的 信息 ， 进 而 为 发 酵 过 程 的 调控 提供 依据 。 
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Effects of Ensiling on Quality and Bacteria Composition of Corn Stalk 
TAO Lian DIAO Qiyu' 
(Key Laboratory of Feed Biotechnology of the Ministry of Agriculture, Feed Research Institute of 
Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China) 
Abstract: The objective of the present study was to investigate the effect of ensiling process of corn 
stalk silage on its sensory indicators, fermentation quality, nutrition composition and bacteria 
composition and abundance in phylum, class, order, family and genus. Green and dough stage corn 
stalk without ear was chopped to 1 to 2 cm with water content of 65% to 70%. Each three samples 
were collected and packaged by vacuum packager in polyethylene bags before and after ensiling 
process. After being stored at room temperature for 45 days, changes of the silage quality and 
bacteria composition were analyzed using laboratory testing methods and MiSeq sequencing 


technology. The results showed as follows: 1) the corn silage was yellow-green and had the good 
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texture and smell after ensiling 45 days. The pH was rapidly increased (P<0.05), the lactic acid 
content was significantly increased (P<0.05), while the content of neutral detergent fiber (NDF) 
and acid detergent fiber (ADF) had the downward trend (P 0.05). 2) After ensiling of corn silage, 
the numbers of Proteobacteria plylum, Gammaproteobacteria class, Enterobacteriales order, 
Enterobacteriaceae family and Weissella genus were significantly decreased (P<0.05), while the 
numbers of Firmicutes phylum, Bacilli class, Lactobacillales order, Lactobacillaceae family, and 
Pediococcus and Lactobacillus genus were significantly increased (P<0.05); 3) Ensiling process 
could improve the sensory indicators, fermentation quality, nutrition composition with effectively 
reducing the amount of harmful bacteria and increasing the number of beneficial bacteria, which 
can reduce the potential risk to animal health pathogens exist. In conclusion, combing laboratory 
testing methods and MiSeq sequencing technology can provide the information of silage quality and 
the composition and abundance of bacteria, which can provide the basis for the regulation of the 
fermentation process. 


Key words: MiSeq; corn stalk; ensiling; quality; bacteria 
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